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Oie voriiegenae Erfindung cetnfft ein wasserhaitiges Uposomensystem nach dem Oberbegriff des 
Patentansorucns t sowie em Verfanren zur Hersteiiung emes deranigen Lioosomensystems. 

Phosphoiioidische Liposomensysteme sind fur verscniedene Anwendungen bekannt. So werden diese 
Systema beispielsweise im kosmeciscnen Bereicn Oder fur die Herstellung von pharmazeutischen Produkten 
5 eingesetzt. Oabei sind die jeweiligen Wirkstcrfe in den als Liposomen bezeichneten Kugeln (Vesikel) 
eingekaoseit. wooei diese Liposome vorzugsv/eise in ihrem Inneren erne waflrige Phase enthalten. in der 
aer entsorechende Wirkstorf dann entsprecnend gelost. dispergiert Oder emutgtert ist. Nacri auflen sind die 
Liposomen durcn etne Lipiddoppeimemc-ran begrenzt. 

So bescnreiben beisoielsweise die £? A 03 09 519 und die EP A 03 15 467 Liposomensysteme. die 
/o den Wirkstorf Pentamidin einkapsein und die als entsprecnenae pnarmazeutische Produkte verwendet 
werden. 

Oie bekannten Liposomensysteme weisen haufig den Nachtetl auf. dafl sie die Tendenz besitzen, schon 
nach kurzer Zeit einen unerwunschten Bodensatz auszubilden. 

Der voriiegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde. ein wasserhaitiges phospholipidisches Liposo- 
ts mensystem zur Verfugung zu stellen, das eine besoncers hohe Stabiiitat besitzt und somit nicht zur 
Ausbildung emes Bodensatzes neigt. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafl durch ein Uposomensystem mit dem kennzeichnenden Merkmal 
des Patentanspruchs 1 gelost. 

Das erfindungsgemafle wasserhaltige Liposomensystem weist neben dem mindestens einen Phospholi- 
20 pid des weiteren mindestens einen phospholipidischen Ladungstrager auf. 

Oas erfindungsgemafle Liposomensystem weist erne Reihe von Vorteilen auf. So konnte festgesteflt 
werden. dafl das erfindungsgemafle Liposomensystem auch bei einer extrem langen Lagerzeit von mehre- 
ren Monaten bis Jahren keine Tendenz zeigte. einen Bodensatz Oder Ablagerungen an den Gefaflwandun- 
gen auszubilden. Des weiteren besitzt das erfindungsgemafle Liposomensystem eine hohe Transparenz 
25 und ist nicht. wie bei den bekannten Liposomensystemen, milchig trub. Dies wiederum fuhrt dazu. da/3 bei 
dem erfindungsgemaflen Uposomensystem ohne Schwierigkeiten eine Prufung auf Fremdpartikeln durch- 
fuhrbar ist. da 9S hierfur ledigfich erforderlich ist, die entsprechende Liposomendispersionen im Durchsicht- 
verianren *u uoerprufen. Auch ist es steril fiitrieroar, so aail sich aas erfindungsgemafle Liposomensystem 
; nsbesondere fur eine pharmazeutische. kosmetische Oder diabetische Anwendung eignet. 
30 Die zuvor bescnriebenen vorteilharten Wirkungen des erfindungsgemaflen Uposomensystems werden 
daraur zuoickgefuhrt. dafl es offensichtlich aufgrund der Anwesenheit des negativen phospholipidischen 
Ladungstragers zu einem synergistischen Effekt kommt. 

Besonders gute Ergebnisse bezugiich der zuvor aufgefuhrten Vorteile weist eine Ausfuhrungsform des 
erfindungsgemaflen Uposomensystems auf. das als phospholipidischen Ladungstrager mindestens ein Salz. 
35 vorzugsweise ein Natrium- und/oder ein Ammoniumsalz. von Phosonatidylglycerol und/oder dessen Deriva- 
ten enthalt. Hierbei handelt es sich vorzugsweise urn das entsprechende Salz von Dimyristoylphosphatidyl- 
glycerol und/oder Dipalmitoyiphosphatidylglycerol. 

Grundsatzlich kann man bei dem erfindungsgemaflen Liposomensystem das Phosphatidylglycerol. das 
bei den zuvor bescnriebenen Ausfuhrungsformen in Form eines entsprechenden Salzes vorliegt und somit 
jo den bevorzugten negativen phospholipidischen Ladungstrager bildet. aus jeder naturlichen Substanz. wie 
beispielsweise aus Olsaaten. Raps. Sonnenblumen u. dgl., isolieren und dementsprechend ggf. nach einer 
Reinigung einsetzen. Besonders geeignet ist es jedoch, wenn man die zuvor genannten SaJze des 
Phosphatidylglycerois bzw. der entsprechenden Derivate davon aus Sojabohnen isoliert. so dafl vorzugswei- 
se bei dem erfindungsgemaflen Uposomensystem als negativer Ladungstrager ein Soja* 
45 Phosphatidylglycerol-Alkalisaiz. insbesondere Natrium-oder Kaliumsalz. bzw. ein Soja- 
Phoscnatidyiglycerolderivat-Alkalisalz, vorzugsweise Natrium- Oder Kaliumsalz. eingesetzt wird. 

Bezugiich der Massenverhaltnisse des mindestens einen Phospholipids zu dem mindestens einen 
negativen phospholipidischen Ladungstrager ist festzuhalten. dafl dieses Massenverhaltnis zwischen 50:1 
bis 400:1, vorzugsweise zwischen 100:1 bis 200:1, variiert Hierbei konnte festgestellt werden. dafl bereits 
50 die vorstehend kleinen Mengen des negativen Ladungstragers ausreichen, um das hieraus erstellt 
phospholipidische Uposomensystem die vorstehend beschriebene Stabiiitat bei einer Lagerung sowie eine 
hohe Transparenz zu verleihen. Eine besond rs lange Haltbark it sowie eine besonders hohe Verteilung der 
Uposomen weist eine Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Uposomensystems auf. das als Phospholi- 
pid Phosphatidylcholin enthalt. Insbesondere- dann. wenn es sich bei dem Phosphatdiylcholin um hochrei- 
55 nes Phosphatidylcholin handelt. d.h. um solches Phosphatidylcholin, das weniger als etwa 10 Gew.% 
Verunreinigungen aufweist. besitzt ein hieraus hergestelltes Uposomensystem. das vorzugsweis als 
negativen phospholipidischen Ladungstrager das zuvor beschriebene Soja-Phosphatidylglycerol-NatriumsaJz 
enthSlt. die eingangs bescnriebenen vorteilhaften Eigenschaften. Hinzu kommt noch, dafl ein derartiges 
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spezieiles Liposomensystem mit wesentlich genngerem Aufwand und somit in etwa der halben Zeit durcn 
Hochdruckspalthomogenisation Oder Ultrascnail auf einen gewunscnten mittleren Partikeidurchmesser, der 
zwischen 50 nm und 180 nm, vorzugsweis zwischen 70 nm und 1 30 nm, liegt. homog n zerkleinert 
werden kann. Auch fa/3 1 sich ein derartig spezieiles Liposomensystem ohne Problem steril filtrieren. wobei 
5 hierfur vorzugsweise 0,2 um Filter eingesetzt werden. 

Bezuglich der Phospholipidkonzentration bei dem eriindungsgemaflflen Liposomensystem ist festzuhal- 
ten, da/3 diese zwischen 0.5 Gew.% und 20 Gew.% variiert. 

Wie beretts eingangs bescnrieben. kann auch das erfindungsgemafle Liposomensystem sowohl fur 
pharmazeutische ais auch fur kosmetische Zwecke etngesetzt werden. 
to Wird das erfindungsgemai3e Liposomensystem fur pharmazeutische Zwecke verwendet. so bestehen 
zwei Mdglichkeiten. 

Hierbei sieht die erste Moglichkeit vor. da/3 das erfindungsgemafle Liposomensystem in Form eines 
Leer-Uposomensystems verwendet wird. d.h. das Liposomensystem als solches weist bereits eine pharma- 
zeutische Wirksamkeit auf. Hier konnte festgestellt werden. dai3 ein derartiges Leer-Uposomensystem 

/s hervorragend zur Behandlung von Atherosklerose, erhdhten Blutfettwerten sowie Hepatopathien jeder 
Genese einsetzbar ist. wobei ein derartiges System vorzugsweise neben Wasser und ggf. Alkohol zwischen 
5 Gew.% und 15 Gew.% einer Mischung von Phosphatidylcholin und negativem Ladungstrager in dem 
zuvor genannten Massenverhaltnis enthalt. insbesondere wird ein derartiges -pharmazeutisches Produkt 

J_ dann bei seiner Anwendung injiziert. 

20 Oie zweite Moglichkeit sieht vor. dafl in das erfindungsgemafle Liposomensystem ein Wirkstoff 
eingekapselt wird. Hier hat sich gezeigt. dafl ein derartig eingekapselter Wirkstoff im Vergleich zu der 
bekannten Aufmachungsform eine verbesserte therapeutische Wirkung. besitzt. ohne daR hierdurch das 
Behandlungsziel beetritrachtigt wird. Oieser Effekt wird darauf zuruckgefuhrt. daii die in dem Liposomensy- 
stem eingekapselten Wirkstoffe besonders gleichmaflig uber einen langeren Zeitraum wahrend der thera- 

25 peutischen Anwendung abgegeben werden, so da/J auch unerwunschte Nebenwirkungen nicht auftreten 
Oder zumindestens erheblich reduziert sind. 

Oie Auswahl des jeweiligen Wirkstoffes richtet sich dann nach dem jeweiligen Anwendungsgebiet. So 
konnen beispielsweise in dem erfindungsgemaflen Liposomensystem Pentamidin. Pentamidin-SaJze. insbe- 
sondere Pentamidin-lsethionat, jnd/oder Pentamidin-Oenvate gelost una/oder eingekapselt werden. so da/3 

30 ein derartiges pharmazeutisches Produkt vorzugsweise zur parenteralen und insbesondere zur puimonalen 
Behandlung von Pneumocystis-carinii-Pneumonie. der afrikanischen Schlafkrankheit Oder von Kala-Azar 
eingesetzt wird.. 

Besonders geeignet ist es jedoch. wenn man den zuvor genannten Wirkstoff nicht von Anfang an bei 
der Herstellung des Li posomensy stems einsetzt. sondern den Wirkstoff erst unmittelbar vor der Anwendung 

35 zugibt. Dies kann dadurch geschehen. daU man ein waflriges Liposomensystem mit dem Wirkstoff als 
Trockensubstanz vermischt Oder ein getrocknetes Liposomensystem zunachst in Wasser dispergiert und 
dann die Vermischung mit dem Wirkstoff herbeifuhrt. En derartig hergestelltes pharmazeutisches Produkt 
weist dann eine hone Transparenz auf. In bestimmten Fallen werden ahnliche Effekte erzieit, indem Leer- 
Uposomen-Praparationen mit dem Wirkstoff kombiniert werden. ohne dad dabei der Werkstoff in den 

40 Liposomen eingekapselt wird. 

Weist hingegen das erfindungsgema(3e Liposomensystem ais Wirkstoff Doxorubicin x HCI auf. so kann 
es als entsprechendes pharmazeutisches Produkt zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt 
werden. _ 

Soil hingegen das erfindungsgemafle Liposomensystem zur Behandlung von Viruserkrankungen, insbe- 
<s sondere Viruserkrankungen der Haut verwendet werden. so bietet es sich hier an. einen entsprechenden 
viruciden Wirkstoff. vorzugsweise Rosmarinsaure Oder Oextransulfat. einzukapseln. 

Weiterhin konnen in dem erfindungsgemaflen Liposomensystem auch die entsprechenden bekannten 
Wirkstoffe zur Behandlung von Krebs, Aids. Leber- Oder Viruserkrankungen eingekapselt Oder angelagert 
werden. 

so Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Herstellung des zuvor beschriebenen 
Liposomensystems. 

Das erfindungsgemafle Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemaflen Liposomensystems basiert 
auf der Grunderkenntnis. daU man zunachst das jeweils eingesetzt Phospholipid, insbesonder das zuvor 
beschriebene Phosphatidylcholin bzw. hochreine Phosphatidylcholin zusammen mit dem phospholipid!- 
55 schen LadungstrSger. insbesonder dem Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsaiz; in einerrt organischen 
Ldsungsmittel IrJst Oder dispergiert Anschlieflend engt man die Ldsung bzw. Dispersion ein und gibt 
hiemach eine entsprechende Menge Wasser zu. um so das entsprechende Liposomensystem auszubilden. 

Vorzugsweise v rwendet man bei dem zuvor beschri ben rterfindungsgemaflen Verfahren als LS- 
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sungsmirtel Ethanol. Prooanol 1 und/'oaer Prooanoi 2. 

Abhangig von dem jew lis eingesetzten nicht tox^chen organiscnen Losungsmittel und semer Miscn- 
barkeit bzw. Vertraglichkeit mit Wasser engt man die anfangs hergesteilte Losung bzw. Oisoersion auf 
unterscniedliche R stvoiumina ein. Werden z.3. als nicht toxische organische Losungsminel die zuvor 
5 genannten Alkohole eingesetzt. sc bietet es sich hier an. die entsorechende Losung des Phospholipids mit 
dem negativen phospholipidischen Ladungstrager auf ein Restvolumen zwischen 3 Vol.% und 30 Vol.%. 
vorzugsweise 5 Vol.% bis 10 Vol.%. einzuengen. Bei soichen organiscnen Ldsungsmitteln, die mit Wasser 
nicht mischbar sind. empfiehlt es sich. bis zur Trockenen einzuengenen. 

Um bei dem errindungsgemaflen Verfahren ein Liposomensystem herzustellen, das sich durch beson- 
ro ders gleichmaflige. gezielt eingestelite mittlere Liposomendurchmesser auszeichnet. bietet es sich an. nach 
der Zugabe des Wassers das hierbei entstehende Liposomensystem einer Hochdruckspalthomogenisation 
Oder emer Uttraschailbehandiung zu unterwerfen. Vorzugsweise werden diese Behandlungen solange 
durchgefuhrt, bis die dabei gebildeten Liposome einen mittleren Durchmesser zwischen 50 nm und 180 nm 
aufweisen. 

ts Zusatzlich hierzu kann man hiernach noch das so behandelte Liposomensystem uber einen 0.2 um 
Filter stenl filtrieren. 

Oie so hergestellten Liposomensysteme konnen dann entweder direkt anwendungsfenig in entspre- 
cnende Ampullen abgefuilt werden oder nach Zugabe geeigneter Hilfsstoffe. insbesondere Kohlehydrate. 
scnonend getrocknet. insbesonaere gefriergetrocknet. werden. so dafl ein pulverartiges Liposomensystem 
20 entsteht. das durch Zugabe einer geeigneten Menge Wasser wieder die dann anwendungsbereiten 
erwunschten Vesikei ausoilden. ohne dafl hierbei ein aufwendiges Ruhren oder sonstiges Vermisches 
erforderiich ist. 

Um die Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Liposomensystems. das eine der zuvor genannten 
Wirkstoffe aufweist. herzustellen, bestehen wiederum zwei Moglichkeiten. 

25 So sient die erste Mogiichkeit vor. dail man den Wirkstoff zusammen mit dem Phospholipid und dem 
phospholipidischen Ladungstrager direkt zu Beginn des eriindungsgemaflen Verfahrens in das organische* 
Losungsmittel zugibt. Eine Abwandlung dieser Verfahrensva/iante steht vor. a a/3 man das eingesetzte 
Phospholipid mit dem in einem nicht wa/Jrigen Losungsmittel gelosten. dispergierten bzw. emulgierten 
Wirkstoff beladt. und dann nacn schonenaer Trockrung das so beladene Phospholipid zusammen mit dem 

jo phospholipidischen Ladungstrager in einem organiscnen Losungsmittel. das ggf. von dem ersten Losungs- 
mittel unterschiedlich ist. lost Anschlieflend wird das organische Losungsmittel. wie vorstehend beschrie- 
ben. eingeengt und hiernach das Wasser unter Ausbildung des Wirkstoff-Uposomensystem zugegeben, 
wobei der Wirkstoff dann eingekapselt sein kann. Oiese Verfahrensweise bietet sich insbesondere fur soiche 
Fade an. bei denen der Wirkstoff bezuglich seiner Lagerung stabil ist. 

35 Die zweite Mogiichkeit. die insbesondere dann bevorzugt wird. wenn der Wirkstoff nicht in dem zuerst 
eingesetzten organiscnen Losungsmittel. sondern in Wasser besser losiich ist. sieht vor, dafl man zunachst 
in der vorstehend beschriebenen Weise das waflrige Liposomensystem herstellt. wobei man dann zusam- 
men mit dem Wasser den Wirkstoff zugibt. 

Eine Abwandlung der zuvor beschriebenen Verfahrensweise. die insbesondere dann angewendet wird. 

*o wenn der Wirkstoff nur eine begrenzte Haltbarkeit besitzt geht von einem pulverformigen getrockneten 
Liposomensystem aus. Hierbei wird bei der Redispersierung zusammen mit dem dabei eingesetzten 
Wasser der Wirkstoff zugesetzt so dad somit erst unmittelbar vor der Anwendung eines derartigen 
Produktes der Wirkstoff mit dem Liposomensystem in Kontakt kommt. 

Um unerwunschte Nebenwirkungen auszuschlieflen, wird das erfindungsgemafle Verfahren vorzugswei- 

45 se unter Schutzgas (Inertgas) durchgefuhrt 

Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaflen Verfahrens sind in den UnteransprOchen angege- 

ben. 

Das erfindungsgemafle Verfahren wird nacnfolgend anhand von AusfOhrungsbeispielen naher erlautert 

so Beispiel 1 

Herstellung eines Leer-Uposomensystems 

99.5 g Phosphatidylchoiin hochrein, d.h. weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen, und 0,5 g Soja- 
55 Phosphatidylglycerol-Natriumsalz (PG) werden in 500 ml Ethanol DAB 9 gelost und anschlieflend unter 
Vakuum zur Trockne gebracht Oas erhaltene Phospholipidgemisch wurde unter Ruhren und In rtgas in 
Wasser fUr Injektionszwecke ad 1000 ml dispergiert und danach mittels Hochdruckspatthomogenisator in 
fUnf Umlaufen auf einen mittleren Partikeldurchmesser von < 100 nm gebracht Oas entstandene Uposo- 
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mensystem wurde anscniiedend unter stenlen 8edingungen Goer ein 0.2 urn Filter filtriert und unter 
Intertbegasung in tO.O ml Ampuilen abgefullt. Das nach Seisoiel i hergesteilte PhosphatidylcholirvSoja-PG- 
Natriumsystem Liposomensystem wies folgende Eigenscnarten auf: 



Phospholiptdgehait: 


10% (m/V) 


Aussehen: 


transparente. leicht opalisierende 




Russigkeit 


pH: 


6.1 


Viskositat: 


2.6 mPa.s 


osmotischer Druck: 


0.49 (% NaCI) 


Transmission (660 nm): 


75% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 


75 nm 


Sterilitat: 


entspricht der Prtifung auf Sterilitat. 




DAB 9 


Endotoxingehait (Limuiustest): 


entspricht Anforderungen des 0AB 
9 


elektronenmikroskopische Charakterisierung (Kryofixierung): 


40*100 nm unilamellare Liposomen, 




selten bilamellare Liposomen 



20 

Aufgrund seiner Zusammensetzung kann dieses Produkt in folgenden Anwendungsgebieten verwendet 
werden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwerte. Hepatopathien jeder Genese. 

8eispiel 2 

25 

500 g Phospholipidmischung, bestehend aus 497.5 g Phosphatidylcholin hochrein. d.h. weniger als 10 
Gew.% Verunreinigungen. und 2.5 g Soja-PG-Natriumsalz. hergestellt nach Beispiel 1. wurden in 6.5 I 
Wasser fur Injektionszwecke unter Ruhren und Inertgas dispergiert. Oanach wurde mit Wasser fur Injek- 
tionszwecke auf 8.0 I aufgefullt. In einem separaten AnsatzgefaO wurden 2 kg Maltose in 1,5 I Wasser fur 
oo Injektiionszwecke unter Erwarmen auf 70° geiost. Durch mehrere Umlaufen in einem HocrtdruckspaJthomo- 
genisator (APV Gaulin, Typ LAB 60) wurde das Phopholipidsystem auf einen mittleren Partikeldurchmesser 
von 56 nm gebracht. mit der Majtoselosung unter Ruhren und Inertgas gemischt. mit Wasser fur 
Injektionszwecke auf 10.0 I aufgefullt. stenlfiltriert unter aseptischen Bedtngungen abgefullt und gefrierge- 
trocknet. Das nach der Gefhertrocknung entstandene Lyophilisat wies folgende Merkmale auf:. 

35 



Aussehen: 


kristallines. schwach-gelbes Trockenpulver 


Gehalt an Restfeuchte nach Karl Fischer: 


< 0,7% 


Gehalt an Phospholipiden: 


500 mg/Vial 


Sterilitat: 


entspricht der Prufung auf Sterilitat nach DAB 9 


Endotoxingehait (Limuiustest): 


entspricht den Anforderungen des DAB 9 



Nach Redispergierung des Lyophilisates mit 8.3 ml Wasser fQr Injektionszwecke erhiett man ein 
Liposomensystem mit folgenden Bgenschaften: 

45 



Aussehen: 


transparente. leicht opalisierende Russigkeit 


pH-Wert 


6.5 


Viskositat: 


2.7 mPa.s 


Transmission (660 nm): 


72% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreumethode): 


60 nm 



Das nach Beispiel 1 gefertigte Phosphoiipid-Liposomensystem und das nach 8eispiel 2 gefertigte 
Lyophilisat kann fur folgende Anwendungszwecke eingesetzt werden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwerte. 
55 Hepatopathien jeder Genese. Gegenuber des in Beispiel 1 gefertigten waflrigen Uposomensystems hat das 
nach Beispiel 2 gefertigte Lyophilisat den Vorteil einer noch grdfleren StabtlitMt. 

Die nach Beispiel 1 hergesteilte Phospolipidmischung. bestehend aus Phosphatidylcholin und Soja-PG- 
Natriumsalz. kann sowohi zur Herstellung von unbeladenen. sterilfiltrierbaren Phosphatidylcholin-Uposomen- 
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systemen (Beisoiel 1 * 2) als auch fur die Herstellung von beiadenen sterilen Liposomensystemen 
(Beispiel 3-5) verwendet weraen. 

Beispiel 3 

10 g des erfindungsgemaflen Phosphoiioidgemisches wurden entsprechend Beispiel i gemeinsam mit 
0.1 g Propidiumjodid (DNA-Marker) in Ethanoi gelost und nach Trocknung unter Vakuum, Inengas und 
Kuhlung in 100 ml Wasser fur Injektionszwecxe dispergiert. Danach wurae ebenfalls unter Inertbegasung 
und Kuhlung eine Ultraschallbehandlung durcngefuhrt bis ein mirtlerer Partikeldurchmesser aer Liposomen 
von 80 nm (Laserlichtstreuung) erreicht wird. Das Liposomensystem wurde danach uber ein 0.2 urn Filter 
sterilfiltriert und unter Inertbegasung zur Halfte in braune 1.0 ml Ampullen abgefullt. In dem stenlen. mit 
Propidiumjodid beiadenen Liposomensystem wurde mittels.eines Dialyseverfahrens (Dianorm a -Gerat. Zellu- 
losetriacetatmembran NMGT 20000) der Anteil an liposomalgebundenem Propidiumjodid ermirtelt. Danach 
betrug ce- iiosomalgebundene Propidiumjodidanteil 29%. In der 2. sterilfiltrierten Halfte wurde der Anteil 
nicht liposomalgebunaenen Propidiumjodids mirtels Ultrafiltration uber eine Zellulosetnacetatmembran 
NMGT 20000 abgetrennt. die Liposomendispersion nochmals uber 0.2 urn sterilfiltriert und zu 1.0 ml unter 
inertbegasung in braune Ampullen abgefullt. Die somit erhaitene Liposomendispersion wies folgende 
Eigenscharten auf: 



Phospholipidgehalt: 


100 mg/ml 


Propidiumjodidgehalt: 


0.285 mg/ml 


pH-Wert: 


7,2 


Viskositat: 


1,7 mPa.s 


mittl. Partikeldurchmeser (Laserlichtstreuung): 


129 nm 



Beispiel 4 

18,4 g der in Beispiel 1 beschriebenen Phospholioidmischung wurden gemeinsam mit 0.92 g Chinoling- 
elb in Ethanoi gelost. unter Vakuum zur Trockne gebracht, mit Wasser fur Injektionszwecke ad 200 ml 
dispergiert und danach unter Kuhlung ultraschallbehandelt. Das erhaitene Liposomensystem wurde an- 
schlieflend sterilfiltriert und unter aseptischen Bedingungen in Injektionsflaschen zu 5.0 ml abgefullt. Die 
steriifiitrierte Liposomendispersion wies folgende Egenschaften auf: 



Aussehen: 


transparente. opaiisierende gelbe Flussigkeit 


pH-Wert: 


6.4 


mittl. Partikeldurchmeser (Laserstreulichtmethode): 


75 nm 


Transmission (660 nm): 


33% 


Sterilitat: 


entspricht der Prufung auf Sterilitat DAB 9 


Chinolingelb. lipsomalgebunden: 


1 .38 mg/ml 


Chinolingelb, nicht liposomalgebunden: 


3.2 mg/ml 



Zur Bestimmung des Anteils an liposomalgebundenem Chinolingelb wurde mittels Ultrafiltration Uber 
eine Zellulosetnacetatmembran NMGT 20000 der nicht liposomalgebundenen Chinolingelbanteil abgetrennt 
und photometrisch in der Liposomendispersion und im Filtrat der Anteil Chinolingelb bestimmt. 

Oie entsprechend 8eispiel 2 in ein steriles Trockenpulver uberfuhrte erfindungsgemafle Phospholipidmi- 
schung eignet sich auch zur extern porierten (ready to use) Herstellung von mit aktiven wasserloslichen 
Substanzen beiadenen Liposomen. 

Beispiel 5 

Steriles Trockenpulver. entsprechend 500 mg Phospholipidmischung beschrieben in Beispiel 1. und 
2000 mg Tragerstoff wurden mit 5.0 ml Doxorubicin HCI-Losung (10.0 mg Doxorubicin HCI) dispergiert. Das 
entstehende und mit Doxorubicin HCI beladene Liposomen-Redispergat (6.8 ml) wies einen Gehait an 
Phospholipididen von 73,5 mg/ml und einen GesamtDoxorubicin HCI Gehait von 0,735 mg/ml auf. Der Anteil 
an liposomalgebundenem Doxorubicin HCI wurde mit 0.58 mg/ml ermittett und entspricht ein r Enschluflra- 
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Patentanspriiche 

1. Waflriges Liposomensystem. das ggf. neben einem nicht toxischen organischen Losungsmittei mtnde- 
stens em Phospholipid aufweist. caaurcn gekennzeichnet. da/3 das Liposomensystem neb n dem 

5 Phospnolipid des weiteren mindestens einen phospholipidiscnen Ladungstrager umfadt. 

2. Liposomensystem nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. da/3 es a!s phospnoiioidischen Ladungs- 
trager minaestens em Salz, vorzugsweise Natrium- un&'oder Ammomumsaiz. von Phosprtatidylglycerol 
und/oder dessen Oerivaten aufweist. 

to 

3. Liposomensystem nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. da/J es als Ladungstrager das Salz.von 
Oimyristoylphosphatidytglycerol und/oder Oipalmitoylphosphatidylglycerol aufweist. 

4. Liposomensystem nach Anspruch 2 Oder 3, dadurch gekennzeichnet. daZJ das Phosphatidyfglycerol em 
is Soja-Phosphatidyiglycerol ist. 

5. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. dad es das 
Phospholipid zu dem phospholipidischen Ladungstrager in einem Massenverhaltnis von 50:1 bis 400:1, 
vorzugsweise von 100:1 bis 200:1, aufweist. 

20 

6. Liposomensystem nach einem der vorgenannten Anspruche, dadurch gekennzeichnet. daiJ es zwischen 
0.5 Gew.% und 20 Gew.% Phospholipid enthalt. 

7. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. daU es als 
25 Phospholipid Phosphatidylcholin enthalt. 

8. Liposomensystem nach Ansoruch 7, dadurch gekennzeichnet. datf das Phosphatidylcholin ein hochrei- 
nes Phosphatidylcholin ist und weniger ais 10 Gew.% Verunreinigungen aufweist. 

30 9- Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet, dafl es minde- 
stens eine pharmazeutisch wirksame Substanz beinhaltet. 

10. Liposomensystem nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, da/J die wirksame Substanz ein Wirkstoff 
zur Sehandlung von Krebs. Aids. Leber-. Viruserkrankungen Oder Pneumocystis-carinii-Pneumonie ist. 

35 

11. Verfahren zur Herstellung eines Liposomensystem s nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet. dad man zunachst das Phospholipid zusammen mit dem phospholipidischen Ladungs- 
trager in einem organischen Losungsmittei lost Oder dispergiert. anschlieflend die Losung bzw. 
Dispersion einengt und hiernach Wasser unter Ausbiidung des Uposomensystems zugibt. 

40 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet. da£ man als organisches Losungsmittei Ethanol. 
Propanol 1 und/oder Propanoi 2 verwendet 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12. dadurch gekennzeichnet. daU man die LSsung bzw. Dispersion 
45 auf ein-Restvolumen an Losungsmittei von 0 Vol.% bis 30 Vol.%. vorzugsweise 5 Vol.% bis 10 Vol.%. 

einengt. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 13. dadurch gekennzeichnet. dafl man nach der Zugabe 
des Wassers das hierbei entstehende Liposomensystem einer Hochdruckspaithomogenisation oder 

so einer Ultraschailbehandlung unterwirft. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. dafl man die Hochdruckspaithomogenisation 
bzw. die Ultraschailbehandlung solange durchfuhrt. bis die dabei gebiideten Liposome einen mittter n 
Durchmesser zwischen 50 nm und 180 hm aufweis n. 

55 

16. V rfahren nach einem der Anspruche 11 bis 15. dadurch gekennzeichnet. daiJ man das Liposomensy- 
stem uber einen 0.2 um Filter filtriert 
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te von ca. 78%. 

, Die Ermittlung des liposomaigebundenen Doxorubicin HCI Anteils eriotgte nach der Dialysemethode 
mittels Liposomaten. Einsatz 5.0 ml. Dau r 5 Std. 

Beispiel 6 

Herstellung eines Leer-Liposomensystems 

100 g Phosphatidylcholin hochrem. d.h. weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen. und 0.502 g Soja- 
Phosphandylglycerol-Natriumsalz (PG) werden in 500 ml Ethanol DAB 9 gelost und anscniieflend unter 
Vakuum auf einen Trockensubstanzgehait von 92 Gew.% eingestelit. Das erhaltene Phospnofipidgemisch. 
bestehend aus 91.54 Gew.% Phosphatidylcholin. 0.46 Gew.% Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsalz. 6 
Gew,% Ethanol und 2 Gew.% Wasser, wurde unter Ruhren und Inertgas in Wasser Kir Injektionszwecke ad 
1000 mi dispergiert und danach mittels Hochdnjckspalthomogenisator in funf Umlaufen auf einen mittleren 
Partikeldurchmesser von < 100 nm gebracht. Das entstandene Uposomensystem wurde anschlieflend unter 
sterilen Bedingungen iiber ein 0.2 am Filter filtriert und unter Inertbegasung in 10.0 ml Ampuilen abgefullt. 
Das nach Beispiel 6 hergestellte Phosphatidylcholin/Soja-PG-Natriumsystem Uposomensystem wies folgen- 
de Eigenschaften auf: 



Phosphatidylcholingenait: 


10% (m/V) 


Aussehen: 


transparente. leicht opaiisierende Fiussigkeit 


pH: 


6.1 


Viskositat: 


2.6 mPa.s 


osmotischer Druck: 


0.49 (% NaC!) 


Transmission (660 um): 


75% 


mitti. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 


75 nm 


Sterilitat: 


entspncht der Prufung auf Sterilitat. DAB 9 


Endotoxingehalt (Umufustest): 


entspricht den Anforderungen des DAB 9 



Aufgrund seiner Zusammensetzung kann dieses Produkt in folgenden Anwendungsgebieten verwendet 
werden: Atherosklerose, erhdhte Blutfettwene. Hepatopathien jeder Genese. 

Beispiel 7 

Herstellung eines Leer-Liposomensystems 

100 g Phosphatidylcholin hochrein. d.h. weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen, und 0.502 g Soja- 
Phosphatidylglycerol-NatriumsaJz (PG) werden in 500 ml Ethanol DAB 9 gelost und anschlieflend unter 
Vakuum auf einen Trockensubstanzgehait von 92 Gew.% eingestelit. Das erhaltene Phospholipidgemisch. 
bestehend aus 91.54 Gew.% Phosphatidylcholin, 0.46 Gew.% Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsalz, 6 
Gew.% Ethanol und 2 Gew.% Wasser. wurde unter RQhren und Inertgas in Wasser fOr Injektionszwecke ad 
8333 ml dispergiert und danach mittels Hochdruckspaithomogenisator bet 500 bar in fUnf UmlSufen auf 
einen mittleren Partikeldurchmesser von < 100 nm gebracht Das entstandene Uposomensystem wurde 
anschlieflend unter sterilen Bedingungen uber ein 0.2 um Filter filtriert und unter Inertbegasung in 10.0 ml 
Ampuilen abgefCJIlt Das nach Beispiel 7 hergestellte Phosphatidylcholin/Soja-PG-Natriumsystem Uposo- 
mensystem wies folgende Bgenschaften auf: 



Phosphatidylcholingenait: 


1.2% (m/V) 


Aussehen: 


transparente. leicht opaiisierende FlGssigkeit 


pH: 


6,19 


Viskositat 


1,4 mPa.s 


Transmission (660 nm): 


82% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 


58 nm 


Sterilitat: 


entspricht der Prufung auf Sterilitat DAB 9 


Endotoxingehalt (Umulustest): 


entspricht den Anforderungen des DAB 9 
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17. Verfahren nach emem der Anspriiche 11 bis 16. dadurcn gekennzeichnet. daj3 man das durch die 
Zugabe des Wassers gebildete Liposomensystem nach Zugabe emes geeigneten Hilfsstoffes. insbe- 
sondere eines Kohlehydrates. schonend trocknet, insoesondere gefriertrocknet, 

5 1& Verfahren zur Herstellung eines mit einem Wirkstoff versehenen Uposomensystems nach einem d r 
Anspriiche 9 bis 17, dadurcn gekennzeichnet. da/3 man den Wirkstoff zusammen mit dem Phospholipid 
und dem phospholipidischen Ladungstrager in dem organischen Losungsmittef lost, emulgiert od r 
dispergiert. 

w 19. Verfahren zur Herstellung eines mit einem Wirkstoff versehenen Uposomensystems nach Ansoruch 17, 
dadurcn gekennzeichnet, da/3 man das getrocknete Liposomensystem in Wasser. dem mindestens eifie 
pharmazeutisch wirksame Substanz zugesetzt ist. aufnimmt. 
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Oie vorliegenae Erfindung cetnfft em wasserhaitiges Uposomensystem nach dem Oberbegriff des 
Patentansprucns 1 sowie em Verfanren zur Hersteitung ernes derartigen Liposomensystems. 

Phosoholioidische Liposomensysteme sind fur verschiedene Anwendungen bekannt. So werden diese 
Systeme beispielsweise im kosmenscnen 8ereich od r fur die Herstellung von pharmazeutischen Produkten 
5 eingesetzt. Dabei sind die jeweiligen Wirkstorfe in den als Liposomen bezeichneten Kugeln (Vesiket) 
emgekaoselt. wobei diese Liposome vorzugsweise in ihrem Inneren erne waflrige Phase enthalten. in der 
der entsprechende Wirkstoff dann entsprechend gelbst. dispergiert Oder emutgiert ist. Nach au/Jen sind die 
Liposomen durcn erne Lipiddoppeimembran begrenzt. 

So bescnreiben beisoieisweise die EP A 03 09 519 und die EP A 03 15 467 Liposomensysteme. die 
to den Wirkstoff Pentamidin einkapseln und die als entsprechende pharmazeutische Produkte verwendet 
werden. 

Oie bekannten Liposomensysteme weisen haufig den Nachteil auf. aa/3 sie die Tendenz besitzen, schon 
nach kurzer Zeit einen unerwunschten Bodensatz auszubilden. 

Der vorliegenden Erfindung iiegt die Aufgabe zugrunde. ein wasserhaitiges phospholipidisches Liposo- 
fs mensystem zur Veriugung zu stellen. das eine besonders hohe Stabilitat besitzt und somit nicht zur 
Ausoildung eines Bodensatzes neigt. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgema/J durch ein Uposomensystem mit dem kennzeichnenden Merkmal 
des Patentanspruchs i geldst. 

Das erfindungsgemafle wasserhaltige Liposomensystem weist neben dem mindestens einen Phospholi- 
20 pid des weiteren mindestens einen phosphoiipidischen Ladungstrager auf. 

Das erfindungsgemafle Liposomensystem weist eine Reihe von Vorteilen auf. So konnte festgesteilt 
werden, da/3 das eriindungsgema/Je Liposomensystem auch bei einer extrem langen Lagerzeit von mehre- 
ren Monaten bis Jahren keine Tendenz zeigte. einen Bodensatz Oder Ablagerungen an den Gefaflwandun- 
gen auszubilden. Des weiteren besitzt das erfindungsgemade Liposomensystem eine hohe Transparent 
25 und ist nicht. wie bei den bekannten Liposomensystemen. milchig trub. Oies wiederum fuhrt dazu. da/I bei 
dem erfindungsgema/ten Liposomensystem ohne Schwierigkeiten eine Prufung auf Fremdpartikeln durch< 
fuhrbar ist. da es hierfiir lediglich erforderlich ist die entsprechende Liposomendispersionen im Ourchsicht- 
verfanren zu uberprufen. Auch ist es steril fiitrieroar, so aa/5 sich aas erfindungsgema/te Liposomensystem 
insbesondere rur eine pharmazeutische. kosmetische Oder diabetische Anwendung eignet. 
jo Die zuvor bescnriebenen vorteilhaften Wirkungen des erfindungsgema/ten Liposomensystems werden 
daraur zuruckgefuhrt. datf es offensichtlich aufgrund der Anwesenheit des negativen phosphoiipidischen 
Ladungstragers zu emem synergistischen Effekt kommt. 

Besonders gute Ergebnisse bezuglich der zuvor aufgefiihrten Vorteile weist eine Ausfuhrungsform des 
erfindungsgema/ten Liposomensystems auf. das als phosphoiipidischen Ladungstrager mindestens ein Salz, 
35 vorzugsweise ein Natrium- und/oder ein Ammoniumsalz. von Phosphatidylglycerol und/oder dessen Deriva- 
ten enthalt. Hierbei handelt es sich vorzugsweise urn das entsprechende Salz von Dimyrtstoylphosphatidyl- 
glycerol und/oder Dipalmitoylphosphatidylglycerol. 

Grundsatzfich kann man bei dem erfindungsgema/ten Liposomensystem das Phosphatidylglycerol, das 
bei den zuvor bescnriebenen Ausfuhrungsformen in Form eines entsprechenden Salzes vortiegt und somit 
-to den bevorzugten negativen phosphoiipidischen Ladungstrager bildet, aus jeder naturlichen Substanz. wie 
beispielsweise aus Oisaaten. Raps. Sonnenblumen u. dgl., isolieren und dementsprechend ggf. nach einer 
Reinigung einsetzen. Besonders geeignet ist es jedoch, wenn man die zuvor genannten SaJze des 
Phosphatidylglycerols bzw. der entsprechenden Oerivate davon aus Sojabohnen isoliert. so dai3 vorzugswei- 
se bei dem erfindungsgema/ten Uposomensystem als negativer Ladungstrager ein Soja- 
45 Phosphatidylglycerol-Alkalisaiz. insbesondere Natrium-oder Kaliumsalz. bzw. ein Soja- 
Phosphatidylglycerolderivat-Alkalisalz. vorzugsweise Natrium* oder Kaliumsalz. eingesetzt wird. 

Bezuglich der Massenverhaltnisse ces mindestens einen Phospholipids zu dem mindestens einen 
negativen phosphoiipidischen Ladungstrager ist festzuhalten. da/3 dieses Massenverhaltnis zwischen 50:1 
bis 400:1, vorzugsweise zwischen 100:1 bis 200:1, variiert Hierbei konnte festgesteilt werden, da£ bereits 
50 die vorstehend kleinen Mengen des negativen Ladungstragers ausreichen, urn das hieraus erstellt 
phospholipidische Uposomensystem die vorstehend beschriebene Stabilitat bei einer Lagerung sowie eine 
hohe Transparenz zu verleihen. Eine besond rs lange Haltbarkeit sowie eine besonders hohe Verteilung der 
Liposomen weist ein Ausfuhrungsform des erfindungsgema/ten Liposomensystems auf, das als Phospholi- 
pid Phosphatidylcholin enthalt. Insbesonder dann, wenn es sich bei dem Phosphatdiylcholin urn hochrei- 
55 nes Phosphatidylcholin handelt, d.h. urn solches Phosphatidylcholin, das weniger als etwa 10 Gew.% 
Verunreinigungen aufweist besitzt ein hieraus hergestelltes Uposomensystem, das vorzugsweise als 
negativen phosphoiipidischen Ladungstrager das zuvor beschrieb ne Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsalz 
enthalt die eingangs bescririebenen vorteiihaften Egenschaften. Hinzu kommt noch. daA ein derartiges 
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spezieHes Liposomensystem mtt wesenttich gennger^m Aufwand und somit in etwa der halben Zeit durch 
Hochdruckspalthomogenisation oaer Ultrascnall auf einen gewunscht n mtttleren Partikeldurchmesser. der 
zwischen 50 nm und 180 nm, vorzugsweis zwischen 70 nm und 1 30 nm, liegt. homogen zerkleinert 
warden kann. Auch la/3t sich ein derartig spezielles Liposomensystem ohne Problem steril filtrieren. wobei 
5 hierfur vorzugsweise 0.2 urn Filter eingesetzt werden. 

Beziiglich der Phosphotipidkonzentration bei dem eriindungsgematfflen Liposomensystem ist festzuhal- 
ten, dad diese zwischen 0.5 Gew.% und 20 Gew.% variiert. 

Wie bereits eingangs beschrieben. kann auch das erfindungsgemafle Liposomensystem sowohl fur 
pharmazeutische als auch fur kosmetische Zwecke eingesetzt werden. 
io Wird das erfindungsgemafle Liposomensystem fur pharmazeutische Zwecke verwendet. so bestehen 
zwei Moglichkeiten. 

Hierbei sieht die erste Moglichkeit vor, daiJ das erfindungsgemafle Liposomensystem in Form eines 
Leer-Uposomensystems verwendet wird. d.h. das Liposomensystem als solches weist bereits eine pharma- 
zeutische Wirksamkeit auf. Hier konnte festgestellt werden. daiJ ein derartiges Leer-Liposomensystem 
is hervorragend zur Behandiung von Atherosklerose, erhdhten Blutfettwerten sowie Hepatopathien jeder 
Genese einsetzbar ist. wobei ein derartiges System vorzugsweise neben Wasser und ggf. Alkohol zwischen 
5 Gew.% und 15 Gew.% einer Mischung von Phosphatidylcholin und negativem Ladungstrager in dem 
zuvor genannten Massenverhaltnis emhalt Insbesondere wird ein derartiges _pharma2eutisc he s Prod ukt 
± dann bei seiner Anwendung injiziert 

20 Die zweite Moglichkeit sieht vor. da/3 in das erfindungsgemafle Liposomensystem ein Wirkstoff 
eingekapseit wird. Hier hat sich gezeigt. dafl ein derartig eingekapselter Wirkstoff im Vergleich zu der 
bekannten Aufmachungsform eine verbesserte therapeutische Wirkung, besitzt, ohne daR hierdurch das 
Behandlungsziei beeintrachtigt wird. Dieser Effekt wird darauf zuruckgefuhrt dafl die in dem Liposomensy- 
stem eingekapseiten Wirkstoffe besonders gleichmaflig uber einen langeren Zeitraum wahrend der thera- 

25 peutischen Anwendung abgegeben werden. so daiJ auch unerwunschte Nebenwirkungen nicht auftreten 
Oder zumindestens erhebtich reduziert sind. 

Oie Auswahl des jeweiligen Wirkstoffes richtet sich dann nach dem jeweiligen Anwendungsgebiet. So 
konnen beispielsweise in dem erfindungsgemaflen Liposomensystem Pentamidin, Pentamidin-SaJze. insbe- 
sondere Pentamidin-lsetnionat. jnd/oder Pentamidin-Oerivate geldst una/oder eingekapseit werden. so dafl 

io ein derartiges pharmazeutisches Produkt vorzugsweise zur parenteralen und insbesondere zur puimonalen 
Behandiung von Pneumocystis-carinii-Pneumonie. der afrikanischen Schlafkrankheit Oder von Kala-Azar 
eingesetzt wird. 

Besonders geeignet ist es jedoch. wenn man den zuvor genannten Wirkstoff nicht von Anfang an bei 
der Hersteilung des Liposomensystems einsetzt. sondern den Wirkstoff erst unmittelbar vor der Anwendung 

75 zugibt. Dies kann dadurch geschehen, da/3 man ein waflriges Liposomensystem mit dem Wirkstoff als 
Trockensubstanz vermischt Oder ein getrocknetes Liposomensystem zunachst in Wasser dispergiert und 
dann die Vermischung mit dem Wirkstoff herbeifuhrt. En derartig hergestelltes pharmazeutisches Produkt 
weist dann eine hone Transparenz auf. In bestimmten Fallen werden ahnliche Effekte erzieit. indem Leer- 
Liposomen-Praparationen mit dem Wirkstoff kombiniert werden. ohne da/3 dabei der Werkstoff in den 

40 Liposomen eingekapseit wird. 

Weist hingegen das erfindungsgemafle Liposomensystem als Wirkstoff Doxorubicin x HQ auf, so kann 
es als entsprechendes pharmazeutisches Produkt zur Behandiung von Krebserkrankungen eingesetzt 
werden. _ 

Soil hingegen das erfindungsgemafle Liposomensystem zur Behandiung von Viruserkrankungen. insbe- 
45 sondere Viruserkrankungen der Haut. verwendet werden. so bietet es sich hier an, einen entsprechenden 
viruciden Wirkstoff. vorzugsweise Rosmarinsaure Oder Dextransulfat. einzukapseln. 

Weiterhin konnen in dem erfindungsgemaflen Liposomensystem auch die entsprechenden bekannten 
Wirkstoffe zur Behandiung von Krebs, Aids. Leber- oder Viruserkrankungen eingekapseit Oder angelagert 
werden. 

so Die vorfiegende Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur Hersteilung des zuvor beschriebenen 
Liposomensystems. 

Das erfindungsgemafle Verfahren zur Hersteilung des erfindungsgemaflen Liposomensystems basiert 
auf der Grunderkenntnis, dafl man zunSchst das jeweils eingesetzt Phospholipid, insbesonder das zuvor 
beschriebene Phosphatidylcholin bzw. hochreine Phosphatidylcholin zusammen mit dem phospholipidi- 
55 schen Ladungstrager, insbesondere dem Soja-Phosphatidylglycerol-NatriumsaJz; in einem organischen 
Ldsungsmittel Idst Oder disp rgtert Anschlieflend engt man di Ldsung bzw. Dispersion ein und gibt 
hiemach eine entsprechende Menge Wasser zu. urn so das entsprechende Liposomensystem auszubilden. 

Vorzugsweise verwendet man bei dem zuvor beschriebenen^ erfindungsgemaflen Verfahren als LS- 
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sungsmittel EthanoL Prooanol i undoaer Prooanoi 2. 

Abhangig von dem jeweils eingesetzten nicht toxischen organiscnen Losungsmittel und seiner Misch- 
barkeit bzw. Vertraglichkeit mit Wasser engt man die anfangs hergestellte Ldsung bzw. Disoersion auf 
unterschiedliche Restvoiumina ein. Werden z.B. als nicht toxische organische Losungsmittel die zuvor 
s genannten Alkohole eingesetzt. so bietet es sich hier an. die entsorechende ldsung des Phospholipids mit 
dem negativen phosphoiipidiscnen Ladungstrager auf ein Restvoiumen zwischen 3 Vol.% und 30 Vol.%, 
vorzugsweise 5 Vol.% bis 10 Vol.%. einzuengen. Bei solchen organiscnen Ldsungsmitteln. die mit Wasser 
nicht mischbar sind. empfiehlt es sich. bis zur Trockenen einzuengenen. 

Um bei dem erfindungsgemaflen Verfahren ein Liposomensystem herzustellen. das sich durch beson- 
to ders gieichmaflige. gezielt eingestellte mittlere Liposomendurchmesser auszeichnet. bietet es sich an, nach 
der Zugabe des Wassers das hierbei entstehende Liposomensystem einer Hochdruckspalthomogenisation 
Oder einer Uitraschallbehanalung zu unterwerfen. Vorzugsweise werden diese Behanalungen solange 
durchgefuhrt. bis die dabei gebiideten Liposome einen mittleren Ourchmesser zwischen 50 nm und 180 nm 
aufweisen. 

is Zusatziich hierzu kann man hiernach noch das so behandelte Liposomensystem uber einen 0.2 um 
Filter steril filtrieren. 

Die so hergesteilten Uposomensysteme konnen dann entweder direkt anwendungsfenig in entspre- 
chenae Ampullen abgefullt werden oder nach Zugabe geeigneter Hilfsstoffe. insbesondere Kohlehydrate. 
schonend getrocknet. insbesondere gefriergetrocknet. werden. so dail ein pulveraniges Liposomensystem 
zo entsteht. das durch Zugabe einer geeigneten Menge Wasser wieder die dann anwendungsbereiten 
erwunschten Vesikel ausoilden. ohne dad hierbei ein aufwendiges Ruhren oder sonstiges Vermisches 
erforderlich ist. 

Um die Ausfuhrungsform des erfindungsgemaflen Liposomensystems, das eine der zuvor genannten 
Wirkstoffe aufweist. herzustellen, bestehen wiederum zwei Moglichkeiten. 

25 So sieht die erste Moglichkeit vor. datf man den Wirkstoff zusa/nmen mit dem Phospholipid und dem 
phosphoiipidiscnen Ladungstrager direkt zu Beginn des eriindungsgemaflen Verfahrens in das organische 
Losungsmittel zugibt. Eine Abwandlung dieser Verfahrensvariante sieht vor. da/3 man das eingesetzte 
Phospholipid mit dem in einem nicht waflrigen Losungsmittel gelosten. dispergierten bzw. emulgierten 
Wirkstoff beladt, und dann nacn schonenaer Trockrung das so beiadene Phospholipid zusammen mit dem 

30 phosphoiipidiscnen Ladungstrager in einem organiscnen Losungsmittel. das ggf. von dem ersten Losungs- 
mittel unterschiedlich ist. lost. Anschlieflend wird das organische Losungsmittel. wie vorstehend beschrie- 
ben, eingeengt und hiernach das Wasser unter Ausbildung des Wirkstoff-Liposomensystem zugegeben, 
wobei der Wirkstoff dann eingekapselt sein kann. Oiese Verfahrensweise bietet sich insbesondere fur solche 
Falle an. bei denen der Wirkstoff bezuglich seiner Ligerung stabii ist. 

as Die zweite Moglichkeit. die insbesondere dann bevorzugt wird. wenn der Wirkstoff nicht in dem zuerst 
eingesetzten organiscnen Losungsmittel, sondern in Wasser besser loslich ist. sieht vor. dafl man zunachst 
in der vorstehend beschriebenen Weise das waflrige Liposomensystem herstellt. wobei man dann zusam- 
men mit dem Wasser den Wirkstoff zugibt. 

Ene Abwandlung der zuvor beschriebenen Verfahrensweise. die insbesondere dann angewendet wird, 

40 wenn der Wirkstoff nur eine begrenzte Haitbarkeit besitzt gent von einem pulverfcJrmigen getrockneten 
Liposomensystem aus. Hierbei wird bei der Redispersierung zusammen mit dem dabei eingesetzten 
Wasser der Wirkstoff zugesetzt so dad somit erst unmittelbar vor der Anwendung eines derartigen 
Produktes der Wirkstoff mit dem Liposomensystem in Kontakt kommt. 

Um unerwOnschte Nebenwirkungen auszuschlieflen, wird das erfindungsgemafle Verfahren vorzugswei- 

45 SB unter Schutzgas (Inertgas) durchgefOhrt. 

Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemaflen Verfahrens sind in den UnteransprQchen angege- 

ben. 

Oas erfindungsgemafle Verfahren wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen naher erlautert. 

so Beispiei 1 

Herstellung eines Leer-Liposomensystems 

99,5 g Phosphatidylcholin hochrein. d.h. weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen, und 0.5 g Soja- 
55 Phosphatidylglycerol-Natriumsalz (PG) w rden in 500 ml Ethanol OAB 9 gelost und anschlieflend unter 
Vakuum zur Trockne gebracht Oas erhalten Phospholipidgemisch wurde unter ROhren und Inertgas in 
Wasser fOr Injektionszwecke ad 1000 ml dispergiert und danach mittels Hochdnjckspalthomogenisator in 
fOnf Umlaufen auf einen mittieren Partikeldurchm sser von < 100 nm gebracht. Das entstanden Uposo- 
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mensystem wurde anschlieflena unter stenlen Bedingungen uber em 0.2 am Filter filtriert und unter 
tntertbegasung in 10.0 ml Ampuilen abgefullt. Das nacn Beisoiel 1 hergestellte PhospnatidylcholirvSoja-PG- 
Natriumsystem Uposom en system wies folgenae Eigenscnaften auf: 



Phospholipidgehait: 


10% (m/V) 


Aussenen: 


transparente, leicht opalisierende 




Russigkeit 


pH: 


6.1 


Viskositat: 


2,6 mPa.s 


osmotischer Druck: 


0.49 (% NaCI) 


Transmission (660 nm): 


75% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 


75 nm 


Sterilitat: 


entspricht der Prufung auf Sterilitat, 




0AB9 


Endotoxingehalt (limulustest): 


entspricht Anforderungen des DAB 
9 


elektronenmikroskopische Charakterisierung (Kryofixierung): 


40-100 nm unilamellare Uposomen, 




setten bilamellare Liposomen 



20 

Aufgrund seiner Zusammensetzung kann dieses Produkt in folgenden Anwendungsgebieten verwendet 
werden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwerte. Hepatopatnien jeder Genese. 

Beispiel 2 

25 

500 g Phospholipidmischung, bestehend aus 497.5 g Phosphatidylcholin hochrein. d.h. weniger als 10 
Gew.% Verunreinigungen. und 2.5 g Soia-PG-Natriumsalz. hergestellt nach Beisoiel 1, wurden in 6.5 I 
Wasser fur Injektionszwecke unter fluhren und Inertgas dispergiert. Oanach wurde mit Wasser fQr Injek- 
tionszwecke auf 8.0 I aufgefullt. In einem separaten Ansatzgefafl wurden 2 kg Maltose in 1,5 I Wasser fur 
oo Injektiionszwecke unter Erwarmen auf 70° gelost. Ourch mehrere Umliiufen in einem Hochdruckspaitnomo- 
genisator (APV Gaulin. Typ IAB 60) wurde das Phopholipidsystem auf einen mittleren Partikeldurchmesser 
von 56 nm gebracht, mit der Ma(toseldsung unter Ruhren und Inertgas gemischt. mit Wasser fur 
Injektionszwecke auf 10.0 I aufgefullt. steriifiitriert. unter aseptischen Bedingungen abgefullt und gefrierge- 
trocknet. Das nach der Gefriertrocknung entstandene Lyophilisat wies folgende Merkmale auf: 

J5 



Aussehen: 


kristallines. schwach-gelbes Trockenpuiver 


Gehalt an Restfeuchte nach Karl Rscher: 


< 0.7% 


GehaJt an Phospholipiden: 


500 mg/Viai 


Stenlitat: 


entspricht der Prufung auf Stenlitat nach DAB 9 


Endotoxingehalt (Limulustest): 


entspricht den Anforderungen des OAB 9 



Nach Redispergierung des Lyophilisates mit 8.3 ml Wasser fQr Injektionszwecke erhieft man ein 
Uposomensystem mit folgenden Egenschaften: 

«3 



Aussehen: 


transparente. leicht opalisierende ROssigkeit 


pH-Wert 


6.5 


Viskositat 


2.7 mPa.s 


Transmission (660 nm): 


72% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreumethode): 


60 nm 



Das nach Beispiel 1 gefertigte Phospholipid-Liposomensystem und das nach Beispiel 2 gefertigte 
Lyophilisat kann fQr folgende Anwendungszwecke eingesetzt werden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwerte. 
55 Hepatopatnien jeder Genese. Gegenuber des in Beispiel 1 gefertigten wSflrigen Uposomensystems hat das 
nach Beispiel 2 gefertigte Lyophilisat den Vorteil einer noch grofleren Stability 

Die nach Beispiel 1 hergestellte Phospolipidmischung, bestehend aus Phosphatidylcholin und Soja-PG- 
Natriumsalz. kann sowohl zur Herstellung von unbeladenen. sterilfiltrierbaren Phosphatidylcholin-Uposomen- 
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systemen (Beisoiel 1 * 2) als auch fur die Hersteilung von beladenen steni n Uoosomensystemen 
(Beispiel 3-5) verwendet werden. 

Beispiel 3 

5 

10 g des erfindungsgemaflen Phospnoliotdgemisches wurden entsprechend Beispiel 1 gemeinsam mit 
0.1 g Propidiumjodid (ONA-Marker) in Ethanol geiost und nacn Trocknung unter Vakuum. tnertgas und 
Kuhlung m 100 ml Wasser fur Injektionszwecke aispergtert. Danach wurae ebenfalls unter Inenbegasung 
und Kuhlung eme Ultraschallbehandlung durchgefuhrt bis ein mittierer Partikeldurcnmesser aer Liposomen 

;o von 80 nm (Laserlichtstreuung) erreicht wird. Oas Liposomensystem wurde danach uber ein 0.2 urn Filter 
sterilfiltriert und unter Inenbegasung zur Halfte in braune 1.0 ml Ampullen abgefullt. In dem stenlen. mit 
Propidiumjodid beladenen Liposomensystem wurde mittels. eines Oialysevertahrens (Dianorm ft -Gerat, Zeilu- 
losetriacetatmembran NMGT 20000) der Anteil an liposomalgebundenem Propidiumjodid ermittelt. Oanach 
betrug der liosomalgebundene Propidiumjodidanteil 29%. In der 2. sterilfiltrierten Halfte wurde der Anteil 

rs nicht liposomalgebunaenen Propidiumjodids mittels Ultrafiltration uber eine Zeliulosetriacetatmemoran 
NMGT 20000 abgetrennt. die Uposomendispersion nochmals uber 0.2 urn sterilfiltriert und zu 1.0 ml unter 
Inenbegasung in braune Ampullen abgefullt. Die somit erhaltene Liposomendisoersion wies folgende 
Eigenscharten auf: 



Phospholipidgehalt: 


100 mg/ml 


Propidiumjodidgehalt: 


0.285 mg/ml 


pH-Wert: 


7,2 


Viskositat: 


1,7 mPa.s 


mittl. Parti keldurchmeser (Laserlichtstreuung): 


129 nm 



Beispiel 4 

no 18.4 g der in Beispiel 1 beschriebenen Phospholioidmischung wurden gemeinsam mit 0.92 g Chinoling- 
elb in Eihanoi geldst. unter Vakuum zur Trockne gebracht. mit Wasser fur Injektionszwecke ad 200 ml 
dispergiert und danach unter Kuhlung ultraschallbehandelt. Oas erhaltene Liposomensystem wurde an- 
schlie/3end sterilfiltriert und unter aseptischen Bedingungen in Injektionsflaschen zu 5.0 ml abgefullt. Die 
stertlfiltrierte Uposomendispersion wies folgende Eigenscharten auf: 

35 



Aussehen: 


transparente. opaiisierende gelbe Flussigkeit 


pH-Wert: 


6.4 


mittl. Partikeldurchmeser (Laserstreulichtmethode): 


75 nm 


Transmission (660 nm): 


33% 


Stenlitat: 


entspricht der Pnjfung auf Stenlitat OAS 9 


Chinotingeib, lipsomalgebunden: 


1,38 mg/ml 


Chinoiingelb, nicht liposomaJgebunden: 


3.2 mg/ml 



45 Zur Bestimmung des Anteils an liposomalgebundenem Chinoiingelb wurde mittels Ultrafiltration uber 
eine Zellufosetriacetatmembran NMGT 20000 der nicht liposomalgebundenen Chinolingelbanteil abgetrennt 
und photometrisch in der Uposomendispersion und im Filtrat der Anteil Chinoiingelb bestimmt. 

Oie entsprechend Beispiel 2 in ein steriies Trockenpulver Qberfuhrte erfindungsgemafle Phosphoiipidmi- 
schung eignet sich auch zur extern porierten (ready to use) Hersteilung von mit aktiven wasser Ids lichen 

so Substanzen beladenen Uposomen. 

Beispiel 5 

Steriies Trockenpulver, entsprechend 500 mg Phospholipidmischung beschrieben in Beispiel 1. und 
55 2000 mg TrSgerstoff wurden mit 5,0 ml Doxorubicin HCI-LQsung (10,0 mg Doxorubicin HCI) dispergiert. Das 
entstehende und mit Doxorubicin HC! beladene Uposomen*fledispergat (6,8 ml) wies einen Gehalt an 
Phospholipididen von 73,5 mg/ml und einen GesamtDoxorubidn HCI Gehalt von 0.735 mg/ml auf. D r Anteil 
an liposomalgebundenem Doxorubicin HCI wurde mit 0.58 mg/ml ermittelt und entspricht ein r Bnschiuflra- 
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Patentanspruche 

1. Waflriges LiDOSomensystem. das ggf. neben einem nicht toxiscnen organischen Losungsmittel mmde- 
stens em Phospholipid aufweist. dadurch gekennzeichnet. da/3 das Liposomensystem neben dem 
Phospholipid des weiteren mindestens einen phospholipidiscnen Ladungstrager umfatft. 

2. Liposomensystem nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. da/3 es als phospnolioidischen Ladungs- 
trager mindestens em Salz. vorzugsweise Natrium- und'ocer Ammontumsalz. von Phospnatidylglycerol 
und/oder dessen Oerivaten aufweist. 

3. Liposomensystem nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. da/3 es als Ladungstrager das Salz. von 
Oimyristoylphosphatidytglycerol und/oder Oipalmitoylphosphatidylglycerol aufweist. 

4. Liposomensystem nach Anspruch 2 Oder 3. dadurch gekennzeichnet, daiJ das Phospnatidylglycerol ein 
Soja-Phosphatidylglyceroi ist. 

5. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet, da/3 es das 
Phospholipid zu dem phospholipidiscnen Ladungstrager in einem Massenverhaltnis von 50:1 bis 400:1. 
vorzugsweise von 100:1 bis 200:1, aufweist. 

6. Liposomensystem nach einem der vorgenannten Anspriiche, dadurch gekennzeichnet. da/J es zwischen 
0,5 Gew.% und 20 Gew.% Phospholipid enthalt. 

7. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet. da/3 es ais 
Phospholipid Phosphatidyfcholin enthalt. 

8. Liposomensystem nach Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet. da/3 das Phosphatidylcholin ein hochrei- 
nes Phosphatidylcholin ist und weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen aufweist. 

9. Liposomensystem nach einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet. da/3 es minde- 
stens eine pharmazeutisch wirksame Substanz beinhaltet. 

10. Liposomensystem nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet. da/3 die wirksame Substanz ein Wirkstoff 
zur Sehandlung von Krebs. Aids. Leber-. Vlruserkrankungen Oder Pneumocystis<annti-Pneumonie ist. 

11. Verfahren zur Herstellung eines Liposomensystems nach einem der Anspriiche 1 bis 10. dadurch 
gekennzeichnet. da/3 man zunachst das Phospholipid zusammen mit dem phospholipidiscnen Ladungs- 
trager in einem organischen Losungsmittel lost Oder dispergiert. anschlie/3end die Losung bzw. 
Dispersion einengt und hiernach Wasser unter Ausbildung des Liposomensystems zugibt 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet da/3 man als organisches Losungsmittel Ethanol. 
Propanol 1 und/oder Propanol 2 verwendet 

13. Verfahren nach Anspruch 11 Oder 12. dadurch gekennzeichnet. da/I man die LQsung bzw. (Dispersion 
auf ein Restvolumen an Lcisungsmittel von 0 Vol.% bis 30 Vol.%. vorzugsweise 5 Vol.% bis 10 Vol.%, 
einengt. 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 13. dadurch gekennzeichnet, da/3 man nach der Zugab 
des Wassers das hierbei entstehende Liposomensystem einer Hochdruckspaithomogenisation Oder 
einer Ultraschallbehandlung unterwirft 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. da/3 man die Hochdruckspaithomogenisation 
bzw. di Ultraschallbehandlung solange durchfiihrt. bis die dabei gebildeten Liposome einen mittleren 
Durchmesser zwischen 50 nm und 180 nm aufweisen. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 11 bis 15. dadurch gek nnzeichnet. da/3 man das Liposomensy- 
stem uber einen 0.2 urn Filter filtriert 
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te von ca. 78%. 

Oie Ermittiung ties liposomaigebundenen Doxorubicin HCi Anteils enotgte nach aer Oialysemethode 
mittels Liposomaten. Einsatz 5.0 ml. Oauer 5 Std. 

s Beispiel 6 

Hersteliung eines Leer-Liposomensystems 

100 g Phosphatidylcholin hochretn. d.h. weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen, und 0.502 g Soja- 
to Phosphatidylglycerol-Natriumsalz (PG) werden in 500 ml' Ethanol OAB 9 geldst und anschlieflend unter 

Vakuum auf einen Trockensubstanzgehalt von 92 Gew.% eingestellt. Das erhaltene Phospnolipidgemisch. 

bestehend aus 91.54 Gew.% Phosphatidylcholin. 0.46 Gew.% Soja-Phosphatidylglycerol*Natriumsalz, 6 

Gew.% Ethanol und 2 Gew.% Wasser, wurde unter Ruhren und Inertgas in Wasser fur Injektionszwecke ad 

1000 ml dispergiert und danach mittels Hochdruckspalthomogenisator in funf Umiaufen auf einen mittleren 
t$ Partikeldurchmesser von < 100 nm gebracht. Das entstandene Liposomensystem wurde anscnlieflend unter 

sterilen Bedingungen u'ber ein 0.2 am Filter filtriert und unter Inertbegasung in 10.0 ml Ampullen abgefullt. 

Das nach 8eispiel 6 hergestellte PhospnatidylcholirvSoja-PG-Natriumsystem Liposomensystem wies folgen- 

de Eigenschaften auf: 



Phosphatidyichoiingehalt: 


10% (m/V) 


Aussehen: 


transparente. leicht opalisierende Flussigkeit 


pH: 


6,1 


vlskositat: 


2,6 mPa.s 


osmotischer Oruck: 


0.49 (% NaCI) 


Transmission (660 urn): 


75% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 


75 nm 


Sterilitat: 


entspricht der Prufung auf Sterilitat. DAB 9 


Endotoxingehalt (limulustest): 


entspricht den Anforderungen des DAB 9 



30 

Aufgrund seiner Zusammensetzung kann dieses Produkt in folgenden Anwendungsgebieten verwendet 
werden: Atherosklerose. erhdhte Blutfettwerte. Hepatopathien jeder Genese. 

Beispiel 7 

35 

Hersteliung eines Leer-Liposomensystems 

100 g Phosphatidylcholin hochrein. d.h. weniger als 10 Gew.% Verunreinigungen. und 0.502 g Soja- 
Phosphatidylglycerol-Natriumsalz (PG) werden in 500 ml Ethanol DAB 9 gelost und anscnlieflend unter 

40 Vakuum auf einen Trockensubstanzgehalt von 92 Gew.% eingestellt. Das erhaitene Phospholipidgemisch. 
bestehend aus 91,54 Gew.% Phosphatidylcholin, 0.46 Gew.% Soja-Phosphatidylglycerol-Natriumsalz. 6 
Gew.% Ethanol und 2 Gew.% Wasser, wurde unter RUhren und Inertgas in Wasser fOr Injektionszwecke ad 
8333 ml dispergiert und danach mittals Hochdruckspalthomogenisator bei 500 bar in fQnf UmlSufen auf 
einen mittleren Partikeldurchmesser von < 100 nm gebracht Das entstandene Liposomensystem wurde 

45 anscnlieflend unter sterilen Bedingungen Ober ein 0.2 am Filter filtriert und unter Inertbegasung in 10,0 ml 
Ampullen abgefQIlt Das nach Beispiel 7 hergestellte Phosphatidylcholin/Soja-PG-Natriumsystem Liposo- 
mensystem wies folgende Egenschaften auf: 



Phosphatidyichoiingehalt: 


1,2% (m/V) 


Aussehen: 


transparente, leicht opalisierende Flussigkeit 


pH: 


6.19 


Viskositat: 


1,4 mPa.s 


Transmission (660 nm): 


82% 


mittl. Partikeldurchmesser (Laserlichtstreuung): 


58 nm 


Sterilitat: 


entspricht der Prufung auf Sterilitat DAB 9 


Endotoxingehalt (Limulustest): 


entspricht den Anforderungen des DAB 9 
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17. Verfahren nacn eineim der Anspruche 11 bis 16. dadurcn gekennzetchnet. daiJ man das durch di 
Zugabe des Wassers gebildete Liposomensystem nach Zugabe eines geeigneten Hilfsstoffes. insbe- 
sondere eines Kohlehydrates. schonend trocknet. insbesondere gefriertrocknet. 

5 18. Verfahren zur Herstellung eines mit einem Wirkstorf versehenen Uposomensystems nach einem der 
Anspruche 9 bis 17. dadurch gekennzeichnet, dai3 man den Wirkstorf zusammen mit dem Phospholipid 
und dem phosphoiipidischen Ladungstrager in dem organischen Losungsmittel lost, emulgiert Oder 
dispergiert. 

to 19. Verfahren zur Herstellung eines mit einem Wirkstorf versenenen Uposomensystems nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet. dad man das getrocknete Liposomensystem in Wasser. dem mindestens eine 
pharmazeutisch wirksame Substanz zugesetzt ist. aufnimmt. 
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